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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduaciao em Bioexperimentacio
Universidade de Passo Fundo

EFEITOS TOXICOS DO USO ABUSIVO DE METILFENIDATO ASSOCIADO
A CAFEINA
Autor: Natalia Freddo
Orientador: Luciana Grazziotin Rossato-Grando

Coorientador: Leonardo José Gil Barcellos
Passo Fundo, 28 de julho de 2020.

O metilfenidato (MTF) € um psicoestimulante amplamente prescrito para o Tratamento
de D¢éficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH), uma vez que diminui a inquietagao
motora e promove aumento da concentragao, atengdo e memoria. Porém, devido aos seus
efeitos estimulantes, o MTF vem sendo utilizado como droga de abuso de facil acesso,
potencializador cognitivo e pode ser encontrado em suplementos dietéticos de forma
clandestina, juntamente com outros estimulantes, sendo o mais prevalente a cafeina
(CAF). Os efeitos deste uso irregular e abusivo do MTF ainda ndo estdo totalmente
elucidados. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos toxicos do MTF,
utilizado de forma aguda e em doses ndo terapéuticas, isolado ou associado a CAF,
através de ensaios comportamentais, marcadores de estresse oxidativo e parametros da
cadeia respiratoria mitocondrial, utilizando como modelo animal o zebrafish. Os peixes
foram expostos durante 15 minutos a 3 diferentes doses: MTF 80 (80 mg/L), CAF 150
(150 mg/L) e MTF80+CAFI150 (80 mg/L + 150 mg/L). Apds a exposi¢ao, foram
avaliados os comportamentos exploratério, preferéncia social e a memoria. Foram
investigados os seguintes mecanismos relacionados as alteragdes observadas: marcadores
de estresse oxidativo (peroxidacao lipidica, tidis ndo proteicos, carbonilagdo proteica),
geracdo de oxido nitrico, nivel de proteinas e pardmetros do status energético (atividade
dos complexos mitocondriais I, II-III e IV). Neste estudo, ndés demonstramos que o MTF
utilizado de forma abusiva promove um comportamento antissocial e induz carbonilagdo
de proteinas. Com relagdo aos efeitos oxidativos, o MTF isolado apresentou um efeito
protetor, inibindo a peroxidagdo lipidica. A CAF utilizada isoladamente promove um
aumento das atividades dos complexos respiratorios mitocondriais (II-III e IV) e da
geracdo de oxido nitrico. A associacdo de MTF e CAF no contexto ndo terapéutico
promove um comportamento ansiogénico e prejuizos de memoria. Embora esta
associagdo diminua a peroxidagdo lipidica, promove aumento na carbonilagio proteica,
além do aumento das atividades dos complexos respiratorios mitocondriais (II-I1I e IV).
Nossos resultados evidenciam que a exposicao nao terapéutica do MTF e da CAF tem
efeitos relevantes na sociabilizagdo e no comportamento de ansiedade. A associacdo de
MTF e CAF, frequentemente utilizados para melhorar o desempenho cognitivo, de acordo
com nosso estudo, de fato, prejudica a memoria. Os mecanismos associados aos efeitos
observados com esta exposi¢do envolvem lesdo proteica, evidenciada pelo aumento da
carbonilagdo proteica, bem como o aumento do metabolismo mitocondrial.

Palavras-chave: Toxicidade. Metilfenidato. Estimulantes. Uso Ndo Médico.
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pos-Graduaciao em Bioexperimentacio
Universidade de Passo Fundo

TOXIC EFFECTS OF ABUSIVE USE OF METHYLPHENIDATE
ASSOCIATED WITH CAFFEINE

Author: Natalia Freddo
Advisor: Luciana Grazziotin Rossato-Grando

Coadvisor: Leonardo José Gil Barcellos
Passo Fundo, 28 de julho de 2020.

Methylphenidate (MPH) is a psychostimulant widely prescribed for the Treatment of
Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD), since it decreases motor restlessness
and promotes increased concentration, attention and memory. However, due to its
stimulating effects, MPH has been used as an easily accessible drug of abuse, cognitive
enhancer and can be added in dietary supplements, along with other stimulants, the most
prevalent being caffeine (CAF). The effects of this irregular and abusive use of MPH are
not yet fully understood. The main objective of this work was to evaluate the toxic effects
of MPH, used acutely and in non-therapeutic doses, isolated or associated with CAF,
through behavioral tests, oxidative stress markers and parameters of the mitochondrial
respiratory chain, using zebrafish as an animal model. Fish were exposed for 15 minutes
to 3 different doses: MPH 80 (80 mg / L), CAF 150 (150 mg / L) and MPH80 + CAF150
(80 mg / L + 150 mg / L). After exposure, exploratory behavior, social preference and
memory were evaluated. The following mechanisms related to the observed changes were
investigated: oxidative stress markers (lipid peroxidation, non-protein thiols, protein
carbonylation), nitric oxide generation, protein level and energy status parameters
(activity of mitochondrial complexes I, II-III and IV). We demonstrated that MPH used
in an abusive way promotes antisocial behavior and induces protein carbonylation.
Regarding the oxidative effects, isolated MPH had a protective effect, inhibiting lipid
peroxidation. CAF used alone promotes an increase in the activities of the mitochondrial
respiratory complexes (II-III and IV) and the generation of nitric oxide. The association
of MPH and CAF in the non-therapeutic context promotes anxiogenic behavior and
memory impairment. Although this association decreases lipid peroxidation, it promotes
an increase in protein carbonylation, in addition to an increase in the activities of
mitochondrial respiratory complexes (II-III and IV). Our results show that the non-
therapeutic exposure of MPH and CAF has relevant effects on sociability and anxiety
behavior. The association impairs memory. Mechanisms related to these changes are
related to protein lesion, as evidenced by increases in protein carbonylation, as well as
increases in mitochondrial metabolism.

Keywords: Toxicity. Methylphenidate. Stimulants. Non-Medical Use.



17

1. INTRODUCAO

O metilfenidato (MTF) ¢ um psicoestimulante amplamente prescrito para o
tratamento do Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH) (1). Entende-
se como aplicagdo terapéutica do MTF a sua propriedade de diminuir a inquietacdo
motora ¢ de aumentar a concentragdo, atencdo e memoria (2). Devido a estas
propriedades, pessoas saudaveis que buscam os efeitos do medicamento para melhora das
fungdes cognitivas e aumento do estado de vigilia, passaram a usa-lo de forma esporadica,
em um contexto nao terapéutico (Uso Nao Médico) (UNM). Frequentemente, o MTF ¢é
associado a outros estimulantes que potencializam as atividades perceptivo-sensorial e
motora como a Cafeina (CAF) (3,4). Considerando a sua estrutura quimica de derivado
anfetaminico, o MTF ¢ utilizado como droga de abuso devido aos seus efeitos
estimulantes, porém de mais fécil acesso do que as anfetaminas (5).

O MTF ¢ um dos medicamentos mais freqiientemente detectados no teste de
doping de acordo com a World Anti-Doping Agency (WADA) (3,4). O fato do MTF
aparecer como um dos estimulantes mais aplamente utilizados por atletas pode ser devido
a sua adi¢do irregular em suplementos dietéticos, ao invés de ser consumido como
medicagdo (6). No Brasil, a presenga irregular de MTF foi constatada em amostras de
suplementos alimentares apreendidas pela Policia Federal. Em um total de 108 amostras
o MTF esteve presente em 10% das amostras analisadas. Além disso, as amostras
apreendidas que apresentaram resultados positivos para MTF também continham outros
estimulantes, sendo o mais prevalente a cafeina (6). Esses achados destacam a
preocupacdo com a composicdo destes suplementos adulterados clandestinamente e
representam um sé€rio risco para a saude dos usuarios (6-8).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o impacto das alteracdes
comportamentais e toxicoldgicas da exposi¢do aguda a doses ndo terapéuticas de MTF
isolado e associado com a CAF. Para isso, utilizamos o zebrafish como modelo animal,
uma vez que apresentam importante homologia com os mamiferos (9).

Essa dissertacdo compreende, além da introdug¢do, uma revisao de literatura
abordando o UNM de MTF e CAF e dados sobre os parametros de estresse oxidativo e
marcadores do status energético mitocondrial. Os resultados obtidos estdo apresentados
no capitulo 1 em forma de artigo cientifico intitulado Stimulants cocktail:
methylphenidate plus caffeine impairs memory and cognition and alters

mitochondrial and oxidative status, o qual foi aceito no periddico Progress in
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Neuropsychopharmacology & Biological Psychiatry. Por fim apresentamos as

conclusdes do estudo e as consideragdes finais/perspectivas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 METILFENIDATO

O MTF ¢ um psicoestimulante derivado das anfetaminas (Figura 1) e ¢
considerado um estimulante do SNC (10,11). O mecanismo de agdao do MTF se da pela
inibicdo da recaptagdo de noradrenalina e dopamina, resultando em um aumento dessas
catecolaminas na fenda sinéptica, causando uma excitacdo e uma maior interagdo com
seus receptores alfa e beta adrenérgicos (12,13). A dopamina modula o desempenho
cognitivo em partes, via receptores D1 e D2 no cortex pré-frontal (14). No entanto,
diversas evidéncias também sugerem que a modulagdo dopaminérgica sobre a cogni¢ao
conta com uma multipla rede cortical, apesar do real papel da dopamina nessa rede ser
ainda pouco conhecido (15,16). A biotransformacdo do MTF se da pela agdo da
carboxilesterase (CES1A1) de forma rapida e extensiva (17). As concentragdes
plasmaticas maximas sdo obtidas em média 1 a 2 horas apos a administra¢ao via oral.
Apresenta meia vida plasmatica de 2 horas, 78 a 97% da dose oral ¢ excretada pela urina
e 1 a 3% nas fezes, em 48 a 96 horas. Menos de 1% de MTF inalterado é excretado pela
urina ¢ a maior parte (cerca de 80%) ¢ excretada na forma de acido ritalinico que tem

pouca ou nenhuma atividade farmacologica (17).

Figura 1 - Estrutura quimica do MTF.

Fonte: (13).
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A Ritalina® ¢ a formulag¢o comercial mais prescrita entre as disponiveis de MTF
no Brasil e possui como substancia ativa o cloridrato de MTF. E indicada principalmente
para tratamento de TDAH, uma vez que melhora a atengdo e a concentragdo e reduz o
comportamento impulsivo (18). Além disso, em criangas com o transtorno, observa-se
que o farmaco atua melhorando o funcionamento em vérios dominios, como o
relacionamento com pares, a interacao social e o desempenho académico (19) além de
melhorar também algumas funcdes cognitivas, como aten¢do, vigilancia, memoria
operacional e tarefas de alternancia (20). Suas doses variam de 10-80mg/dia, sendo que

criangas ndo devem ultrapassar a dose de 60mg/dia e adultos 80mg/dia (17,21).

2.2 CAFEINA

A CAF (1,3,7-trimetilxantina) (Figura 2) é um alcal6ide estimulante do SNC (22),
amplamente consumida uma vez que estd presente em varias bebidas como chas,
refrigerantes, cafés, suplementos e medicamentos (23,24). Sua principal agdo
farmacoldgica ¢ por meio do antagonismo nao seletivo dos receptores de adenosina,
ocasionando o bloqueio dos mesmos, provocando acumulo de neurotransmissores no
meio extracelular (23,25).

Apos a ingestdo de CAF ocorre uma rapida absor¢ao no trato gastrointestinal e ela
¢ transportada por fluxo sanguineo através da veia porta hepatica (22—-24). Cerca de 95%
do seu metabolismo ocorre nos hepatocitos, via Citocromo P450 (CYP450) e
principalmente via isoenzima CYP1A2, ocasionando sua desmetilag@o e transformando-
a em teobromina, paraxantina e teofilina (24,26). A CAF e seus metabolitos podem
apresentar efeitos em diferentes tecidos como SNC, musculo esquelético, sistema

cardiovascular, renal e pulmonar (22).
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Figura 2 - Estrutura quimica da CAF.
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Fonte: (27).

Os efeitos bioldgicos da cafeina estdo relacionados em trés pontos modulatorios
principais (28): efeitos antagénicos ndo seletivos nos receptores Al e A2 da adenosina
(29), inibicao da fosfodiesterase e mobilizagdo de célcio (30,31). A ativagdo dos
receptores de adenosina A1 inibe fortemente a liberacao de acetilcolina nos neuronios do
hipocampo ¢ a acetilcolina demonstrou ser importante para o armazenamento da memoria
(32). Com base nesses achados e o fato de que hd um declinio progressivo da acetilcolina
cerebral 2 medida que a idade avanga, alguns estudos consideram que a inibicdo de
receptores de adenosina Al seja o principal mecanismo envolvido no comprometimento
da memoria (29,33). Os receptores de adenosina sao subdivididos em AIR (acoplado a
proteina Gi), A2aR e A2bR (acoplado a proteina Gs) e A3R. Nocérebro, os alvos da CAF,
em doses ndo toxicas, sdo os receptores A1R e A2aR. Quando Gi estiver bloqueado por
baixas doses de CAF, ndo ha inibi¢ao da atividade da Adenil cilcase, ocasionando um
acumulo de Adenosina Monofosfato Ciclico (AMPc) e levando a uma diminui¢do da
producao das citocinas. Contudo, como a CAF ¢ um antagonista inespecifico de AR, em
altas concentragdes, ocorre bloqueio dos receptores A2R, levando a um efeito oposto,
diminuindo a produ¢do de AMPc e consequentemente, aumento dos niveis de citoconas
pro-inflamatorias (28,29).

A CAF apresenta um efeito bifasico dose-dependente, ou seja, em altas doses
(entre 500 a 600 mg/dia para adultos) (34) provoca aumento da ansiedade e doses
pequenas/terapéuticas (até 400 mg/dia para individuos adultos com cerca de 70 Kg) (34)
mostram-se ansioliticas e sdo capazes de melhorar a memoria e o desempenho na
realizacdo de tarefas simples (35-37). Ja os seus efeitos em tarefas mais complexas sdo

dificeis de avaliar e provavelmente envolvem intera¢des entre a CAF e outras variaveis

que aumentam/melhoram a atenc¢do (38). Efeitos benéficos da cafeina ja foram relatados
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no estado de alerta e aten¢do constante, codificagdo e percepgao, enquanto achados sobre
memoria sao bastante heterogéneos (32,39). Ja foi evidenciado o papel neuroprotetor da
CAF em doengas degenerativas com Parkinson e Alzheimer, uma vez que a CAF
diminuiu a deterioracdo motora ¢ o declinio mental e ainda indicou melhora na memoria
a longo prazo e poder de reter informagdes em carater definitivo(40).

Ao contrario dos efeitos encontrados na ingestao normal de CAF, existem dados
que demonstram efeitos negativos quando quantidades muito grandes de CAF sao
consumidas, ocasionando aumento da ansiedade e prejuizo do sono (38). Os efeitos da
cafeina na ativagdo cerebral, avaliados em estudos de neuroimagem, sao semelhantes aos
do MTF, embora as substancias diferem em seus perfis farmacologicos (32).

. Os efeitos antagbnicos ndo seletivos da CAF nos receptores Al e A2A da
adenosina podem ser protetores pois os receptores de adenosina podem controlar o
metabolismo da glutationa e a formag¢ao de radicais livres (41), eliminando as Espécies
Reativas do Oxigénio (EROS), particularmente o radical hidroxila (42), atuando como
antioxidante (43). A adenosina pode ser liberada para o espago extracelular mediante
varios estimulos, entre eles, a ativagdo de receptores glutamatérgicos (44). Além disso, a
adenosina apresenta importante papel neuromodulador e comportamental, principalmente

nos receptores Al, nos quais ha modulacio de respostas relacionadas a ansiedade (45).

2.3 USO NAO MEDICO DOS ESTIMULANTES DO SNC

O consumo de MTF e anfetaminas aumentaram 35,5% do ano de 2008 para 2013,
e as maiores taxas de aumento sdo observadas entre adolescentes e adultos (46).
Atualmente, o Brasil ¢ o segundo maior consumidor de MTF, ficando atras apenas dos
Estados Unidos (47). O MTF é um medicamento psicotropico, cuja comercializagdo ¢
regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), encontra-se na
lista de medicamentos A3 e sua dispensagdo exige receita de controle especial de cor
amarela (48). Por esse estimulante aumentar a concentracao e induzir euforia, ele esta
associado ao abuso e desvio de uso (49). A Food and Drug Administration (FDA) define
abuso de medicamentos prescritos como “o intencional, nao terapéutico uso de um
medicamento ou substancia, mesmo que uma vez, para alcangar um efeito psicologico ou
fisiologico desejavel”’(50). O UNM caracteriza-se quando um medicamento que exige

prescrigao € utilizado sem indicagdo médica ou de maneira diferente da prescrita (51,52).
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Os praticantes de exercicios fisicos de alto rendimento, a fim de otimizar seu
desempenho fisico, aumentar a resisténcia e melhorar a performance, utilizam
suplementos alimentares dos mais variados tipos (53). O MTF ¢ um dos estimulantes mais
prevalentes detectados no teste de doping esportivo e considerando a sua relevancia
toxicologica, o mesmo foi incluido na lista de substancias controladas no esporte (4,54) .
Os atletas afirmam que o MTF aumenta a resisténcia, elimina a fadiga e a sonoléncia,
aumentando o estado de vigilia (55,56). Além deste uso intencional e irregular do MTF,
sua prevaléncia no teste de doping pode ainda estar relacionada a sua adi¢do de forma
clandestina em suplementos dietéticos utilizados por atletas rotineiramente (6).

Além dos efeitos no desepenho fisico em exercicios aerobicos devido ao aumento
da neurotransmissao de dopamina (57,58), o MTF altera a conectividade cerebral (59).
Com agodes semelhantes a cocaina e as anfetaminas, quando utilizado de forma nao
terapéutica, induz aumentos de dopamina nas vias cerebrais, o0 mesmo efeito observado
quando se utiliza drogas de abuso (60,61).

O UNM do MTF para neuroaprimoramento, a fim de aumentar o desempenho em
avaliagdes, permancer mais tempo acordado e aumentar a capacidade de aprendizagem e
memoria, tornou o doping uma pratica que extrapolou o ambiente esportivo (62). A
prevaléncia estimada do MTF para neuroaprimoramento antinge 5 a 7% dos
universitarios norte-americanos (63,64). Um estudo cronico utilizando MTF oral
evidenciou comprometimento no reconhecimento € na memoria espacial em ratos adultos
(65), o mesmo ja observado em estudos que utilizavam metanfetamina (66). Além disso,
sabe-se que a administragdo cronica de MTF pode resultar em sensibilizacdo
comportamental e déficits cognitivos, quando utilizados por individuos que nao possuem
diagnostico de TDAH (52,67).

A CAF, devido aos seus efeitos ergogénicos, € frequentemente utilizada na pratica
esportiva, uma vez que ela suprime a dor aumentando as P-endorfinas, auxilia na
mobilizacdo do célcio para promover o aumento da contracdo muscular e ainda recruta
os acidos graxos para liberar energia (diminui a dependéncia do glicogénio), aumenta a
termogénese e a vigilancia durante tarefas de resisténcia (53,68). Os suplementos
alimentares a base de CAF devem atender os seguintes requisitos: o produto deve fornecer
entre 210 e 420mg de cafeina na por¢do e a mesma deve apresentar teor minimo de 98,5%
de 1,3,7- trimetilxantina, calculada sobre a base anidra (34,69,70). Porém, na maioria dos
casos a dosagem encontrada em suplementos alimentares ultrapassa esse intervalo, ou

seja, muitos suplementos analisados chegam ter at¢ 2000 mg de cafeina em sua
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composi¢ao, o que significa um alto risco para a saude, podendo ocasionar sintomas como
vOmitos, nauses, taquicardia, hipertensdo grave, arritmia e até mesmo convulsoes (71).
Além disso, quando a CAF for utilizada em associacdo com alcaloides de efedrina e
anfetaminas, principalmente no contexto da pratica de excercicios vigorosos e exautivos
pode aumentar o risco de ocorréncia de reagdes como: infarto agudo do miocérdio,
Acidente Vascular Cerebral (AVC) e crise hipertensiva (72,73).

A CAF também pode ser perigosa quando utilizada em altas doses e sem a devida
indica¢do médica, principalmente quando combinada a outros etimulantes, uma vez que
ela apresenta um efeito bifasico: em pequenas doses ela diminui o comportamento
ansioso, ja em doses altas ela apresenta aumento dos niveis de ansiedade (36,37). Além
disso, ja foi descrito o duplo efeito da CAF na memoria, causando melhora da memoria
em doses baixas e comprometimento em doses mais altas (36). Desta forma, cabe ressaltar
que o UNM do MTF associado ou ndo com a CAF configura-se como um problema de
saude publica e desta forma é necessario desenvolver ferramentas de detec¢do do UNM
destinadas a mitigar riscos ¢ impedir o desvio dos medicamentos estimulantes na pratica

clinica (52).

2.4 TOXICIDADE DO MTF E CAF

O UNM do MTF pode ter como efeito imediato o aumento do foco e da
concentragdo, mas a longo prazo pode causar supressdo do crescimento, aumento da
pressdo sanguinea, episodios psicéticos, entre outros sintomas (74). Além disso, o seu
consumo aumenta os riscos de problemas do coracdo e pode levar a um quadro de arritmia
cardiaca (74). Apresenta tolerancia rapida, dependéncia e risco de overdose fatal,
principalmente quando utilizado em combinacdo com outras substancias estimulantes
(74). Evidéncias apontam que, tratando-se de um derivado anfetaminico, o MTF
apresenta também um risco potencial de abuso (74,75).

O crescente uso prescrito e abusivo, além do descarte incorreto do MTF, leva a
contamina¢do de ambientes aquaticos por residuos do medicamento (76). E, embora
muitos farmacos sejam projetados para modularem a fisiologia e o comportamento em
humanos, outros organismos podem sofrer alteracdes fisioldgicas e comportamentais
quando expostos a esses compostos, 0 que aumenta a preocupagdo em relagdo aos

impactos causados por fairmacos em espécies aquaticas (76,77). Os efeitos deletérios
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agudos da contaminag¢do residual da d4gua por MTF em zebrafish ja foram evidenciados
por nosso grupo de pesquisa. Esta exposi¢ao prejudicou a resposta neuroendocrina ao
stress e alterou o comportamento dos peixes, pois foi observado um significativo aumento
nos niveis de cortisol na auséncia de agentes estressores adicionais e os peixes
apresentaram comportamento ansiogénico. Ja os peixes submetidos a estresse prévio
apresentaram comportamento ansiolitico (78). Além disso, recentemente demonstramos
que peixes expostos cronicamente a concentracdes ambientalmente relevantes de MTF
apresentaram comportamento social prejudicado na dose mais alta, pois permaneceram
menos tempo no segmento proximo aos coespecificos (79). Tal comportamento pode ser
interpretado como um comportamento antissocial, visto que o zebrafish ¢ uma espécie
altamente sociavel com uma forte tendéncia a viver em cardumes (80,81).

A CAF ¢ um dos estimulantes mais conhecidos e seu consumo ¢ permitido pela
WADA e pelo National Collegiate Athletic Association (NCAA) (82) em concentracdes
estabelecidas (71,83), ou seja o nivel urinario maximo permitido ¢ 15 ug/mL o que resulta
em aproximadamente 800 mg (82). No entanto, a CAF pode ser toxica quando consumida
em doses elevadas e particularemente em associagdo com outros estimulantes, o que ¢
muito comum em suplementos (84,85). Dentre os efeitos adversos do uso prolongado de
CAF em doses terapéuticas, incluem interrup¢do dos padrdes de sono, hipertensdo,
dependéncia fisiologica, tremores, ansiedade, desconforto gastrointestinal e exacerbacgao
de doencas psiquiatricas subjacentes (86,87). Ao se tratar de sobredosagem da CAF, os
efeitos sdo ainda mais severos, podendo resultar em arritmia, infarto agudo do miocardio

e cardiotoxicidade severa (88).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO COMO POSSIVEL MECANISMO TOXICO DO
MTF

Radicais livres compreendem toda estrutura quimica capaz de apresentar orbitais
contendo um ou mais elétrons desemparelhados e sdo continuamente (89) produzidos
como parte de processos metabolicos e atuam como sinalizadores fisiologicos no
organismo (90). Embora a fisiologia celular normal envolva a continua producio de
radicais livres, principalmente derivados da cadeia respiratdria mitocondrial, s6 teremos
uma condi¢do de estresse oxidativo quando a produ¢@o desses radicais livres for maior

que a capacidade antioxidante, ou seja, ¢ o seu excesso que implica em um balango
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desfavoravel e denomina-se estresse oxidativo (89). Para manter a produ¢ao de radicais

livres em niveis que nao tragam prejuizos para a homeostasia celular, o organismo langa

mao de alguns sistemas de defesas (91), dentre elas temos as defesas enzimaticas (Quadro

1) e ndo enzimaticas (Quadro 2).

Quadro 1 — Defesas Antioxidantes Enzimaticas

Superoxido Dismutase (SOD)

Remove o radical superdxido

(027), o qual é um radical livre

Catalase (CAT)

Catalisa a decomposicao

de 2H»0, em duas

Glutationa Peroxidase (GSH-Px) e
Glutationa Redutase (GSH-RXx)

A GSH-Px catalisa a reagao de varios

hidroperoxidos, através da sua

Defesas muito reativo, formado pela | moléculas de agua e uma | redugdo a 4gua com oxidagdo da
Enzimaticas | redu¢do do oxigénio molecular | de oxigénio (92). glutationa reduzida (GSH) e com isso
(92). protege a célula do dano oxidativo. A
GSH-Rx completa a acdo da GSH-Px
por converter a glutationa oxidada em
sua forma reduzida (91).
Fonte: o autor (2020).
Quadro 2 — Marcadores Nao Enzimaticos de stress oxidativo
Peroxidacio Lipidica | Tiois Nao Proteicos Oxido Nitrico Proteina Carbonil
Aumento da oxidagdo | Marcadores Mensageiro  intracelular | Marcador de oxidacao,
dos  4cidos graxos | antioxidantes  que | com capacidade | relativamente  dificil
Marcadores | presentes nos | indicam o estado | vasodilatadora cerebral que | de  ser  induzida,
Nao fosfolipidios de | redox da célula e s3o | atua na memoria e no | podendo portanto
Enzimaticos | membranas bioldgicas | monitorados  pelos | aprendizado (94). indicar um estresse
por acdo de EROS | niveis de glutationa oxidativo mais grave
91). (93). (95).

Fonte: o autor (2020).
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J& foi descrito que o MTF e a CAF modulam marcadores de estresse oxidativo
(96,97). O estresse oxidativo ¢ conhecido por estar envolvido na etiologia de processos
neurodegenerativos e por ocasionar neurotoxicidade (98). O actimulo de proteinas
carboniladas por exemplo pode levar a uma lesao tecidual (99) e a diminui¢do de 6xido
nitrico, importante neurotransmissor, pode apresentar efeitos deletérios acentuados na
memoria e na aprendizagem (100). Um estudo foi realizado com quarenta ratos machos
adultos, os quais foram divididos em 5 grupos e tratados com doses diferentes de MTF,
durante 21 dias. Ao término do estudo, pode-se constatar que o MTF em todas as doses
aumentou acentuadamente a peroxidagdo lipidica e o nivel de Glutationa Oxidada
(GSSG), evidenciando que o tratamento cronico com altas doses (10 e 20mg/Kg) de MTF
pode induzir estresse oxidativo em ratos adultos (96). Outro estudo com ratos jovens
tratados com MTF de forma aguda e cronica apresentaram alteragdes nos parametros de
estresse oxidativo. Na exposic¢ao cronica (durante 28 dias — 10 mg/Kg) houve um aumento
dos niveis de lipoperoxidagao lipidica e formagao de proteinas carboniladas em regides
especificas do cérebro dos ratos, ja na exposicdo aguda apenas a dose mais alta (10
mg/Kg) MTF aumentou a peroxidagao lipidica no hipocampo (101).

A CAF estimula a atividade neural através de uma maior emissao de noradrenalina
(39) e, por sua vez possui uma relacdo de maneira dependente da dose, podendo
apresentar efeitos antioxidantes, inibindo a peroxidacdo lipidica, prevenindo déficits de
memoria (102) e diminuindo as EROS em doses recomendadas (103,104). Por outro lado,
em altas doses (5 mg/Kg de peso corporal) a CAF pode ocasionar danos oxidativos aos
lipidios e inibicdo das enzimas antioxidantes como SOD e GSH-Px (105,106). Em um
estudo realizado com ratos submetidos a exposicdo a CAF, houve um aumento
significativo nos niveis de EROS e de Substancias Reativas do Acido Tiobarbitirico
(TBARS), impondo efeitos deletérios sobre o estado redox (106). Pouco se sabe dos
efeitos de altos niveis de CAF sobre estresse oxidativo tanto no uso cronico quanto
agudamente, por esta razao mais estudos sdo necessarios, a fim de desvendar os reais

danos ocasionados por altas doses de CAF.
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2.6 ALTERACOES MITOCONDRIAIS COMO POSSIVEL MECANISMO DE
TOXICIDADE DO MTF

A mitocondria ¢ uma organela intracelular existente na maioria das células
eucaridticas, a qual desempenha um importante papel na produgcdo de Adenosina
trifosfato (ATP) celular (107). Além disso, esta envolvida na homeostasia celular, na
sinalizacdo, apoptose, metabolismo de aminodcidos, lipidios, colesterol, esteroides e
nucleotideos. Contudo, a sua principal funcdo ¢ no metabolismo energético,
nomeadamente, -oxidagdo dos acidos graxos, Ciclo da Ureia e na via final de produ¢ao
de ATP da cadeia respiratoria (108). Os componentes da cadeia respiratoria mitocondrial
que transportam elétrons, localizam-se na membrana interna da mitocondria sob a forma
de quatro complexos enzimdticos, o Complexo I (NADH (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo) Desidrogenase), o Complexo II (Succinato Desidrogenase), o Complexo
III (Citocromo C Oxirredutase) e Complexo IV (Citocromo Oxidase) (107,108). A cadeia
respiratoria mitocondrial (Figura 3) possui ainda dois transportadores de elétrons, a

Ubiquinona e o Citocromo C (107).

Figura 3 — Representacao esquematica da Cadeia Respiratoria Mitocondrial.
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A mitocondria ¢ a principal fonte intracelular geradora de radicais livres, por meio
da cadeia transportadora de elétrons, durante a producao de energia a partir da glicose e
do oxigénio (107).

O MTF parece estar envolvido nas alteragdes mitocondriais, uma vez que em ratos
jovens, o uso cronico de doses farmacoldgicas de MTF aumentou a atividade enzimatica
da cadeia respiratéria mitocondrial no cérebro, avaliada pelo consumo da glicose. Neste
estudo o objetivo foi medir as atividades dos complexos Il e IV da cadeia respiratoria e
verificar os locais em que a succinato desidrogenase era ativada. Tal exposi¢cdo cronica
fez com que a succinato desidrogenase fosse ativada no cerebelo, no cortex pré-frontal e
estriado, ndo sofrendo alteracao no hipocampo e no cortex cerebral. Ja a atividade do
complexo II foi aumentada no cerebelo e no cortex pré-frontal, enquanto a atividade do
complexo IV sofreu aumento apenas no cerebelo, no hipocampo e no cortex estriado.
Esses dados sugerem que a exposi¢ao cronica ao MTF em ratos jovens aumenta enzimas
mitocondriais envolvidas no metabolismo cerebral (109).

Alguns estudos demonstram as propriedades antioxidantes da CAF sob a
bioenergética mitocondrial, uma vez que ela ocasiona a dissociagao do gradiente de
protons (110), aumento do metabolismo e a atividade dos complexos e a fungdo
mitocondrial (35,111). Tais efeitos da CAF podem estar relacionados ao antagonismo de
receptores purinérgicos acoplados a proteina G, como P2Y (112), os quais estdo
envolvidos na captacdo do célcio mitocondrial, ou seja, esse possivel efeito antagdnico
da CAF resulta em uma menor captagao de célcio, fechamento dos poros de transicao e

consequente estimulagdo da cadeia respiratoria (113,114).

2.8 ZEBRAFISH

Os peixes Danio rerio, conhecidos como zebrafish, Paulistinha ou peixe-zebra,
sao pequenos peixes vertebrados, teledsteos de agua doce, pertencentes a familia
Cyprinidae (80,115). Originarios da India, Bangladesh e Nepal, seu habitat natural é
caracterizado pelo clima de mongdes, por regides alagadicas, de baixa correnteza, e
presenca de vegetacdes aquaticas (80). O seu rapido desenvolvimento, facilidade de
manutenc¢do, disponibilidade de aquisi¢ao e aplicabilidade, além da importante relagao
translacional com o ser humano sdo algumas vantagens deste organismo (116) e por estas

razdes foram escolhidos como organismo modelo neste trabalho.
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O zebrafish vem substituindo os roedores como modelo animal uma vez que
crescem rapidamente, a maioria dos 6rgaos podem ser estudados nos primeiros dias de
vida e ainda um tnico par de zebra adulto pode gerar de 100 a 200 descendentes por
reproducdo. Além disso, o zebrafish pode absorver prontamente produtos quimicos da
dgua em quantidades muito baixas, como em microgramas (pug) e ainda, ¢ possivel
identificar farmacos e seus efeitos em um periodo de tempo relativamente curto (117). E
evidente a possibilidade de estabelecer uma relacdo entre este modelo animal e a espécie
humana, uma vez que o genoma do zebrafish foi sequenciado e o mesmo apresentou
homologia sinténica de 70% ao genoma humano (118). Por estas razdes o zebrafish esta
sendo estabelecido como modelo genético e fisioldgico para processos especificos de
vertebrados, possibilitando a compreensao de muitas doencas (119).

Em um estudo, foi evidenciado que o peixe-zebra tratado cronicamente com uma
dose aguda moderada (50 mg / L) de CAF apresenta bom desempenho em tarefas
cognitivas. No entanto, os autores sugerem que o uso continuo de altas doses (100 mg /
L) de cafeina causa prejuizo cognitivo, ou seja, o animal ndo discrimina um novo objeto,
avaliado por meio do Teste de Discriminacao de Objetos (120). Vale ressaltar ainda, que
como a CAF tem um efeito dose-dependente ¢ levando em consideracao a superficie
corporal do peixe-zebra, doses acima de 85 mg / L em regime de exposi¢do aguda

provocam alteragdo comportamental e ansiedade nos animais expostos (121).
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Abstract

Methylphenidate (MPH) is a psychostimulant widely misused to increase wakefulness by
drivers and students. Also, MPH can be found in dietary supplements in a clandestine
manner aiming to burst performance of physical exercise practitioners. The abusive use
of high doses of caffeine (CAF) in these contexts is equally already known. Here, we
demonstrate the behavioral, oxidative and mitochondrial effects after acute exposure to
high doses of MPH (80 mg/L) and CAF (150 mg/L), alone or associated (80 mg/L + 150
mg/L, respectively). We used zebrafish as animal model due to its high translational
relevance. We evaluated the behavioral effects using the Novel Tank Test (NTT), Social
Preference Test (SPT) and Y-maze Task and analyzed biomarkers of oxidative stress and
activity of mitochondrial respiratory chain complexes. MPH alone induced antisocial
behavior. MPH inhibited lipid peroxidation. The association of MPH + CAF presented
memory impairment and anxiogenic behavior. In oxidative status, it inhibited lipid
peroxidation, increased protein carbonylation and mitochondrial complex II, III and IV
activity. Our results demonstrate that MPH and CAF alone negatively impact the typical
behavioral of zebrafish. When associated, changes in cognition, memory, oxidative and
mitochondrial status are more relevant.

Keywords: Toxicity. Stimulants. Cognition. Methylphenidate. Caffeine. Memory.
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1. Introduction

Methylphenidate (MPH) is a psychostimulant that improves attention,
concentration and reduces impulsive behavior in Attention Deficit Hyperactivity Disorder
(ADHD) (CHALLMAN; LIPSKY, 2000; LEONARD et al., 2004). Due to these effects,
its nonmedical use is explored in order to promote increased cognitive function,
productivity and performance (FARAONE et al., 2020). It is also used as a drug of abuse
due to its amphetamine-like effects with easier access (MAIER et al., 2013).

MPH is one of the most frequently detected drug in the doping test according to
the World Anti-Doping Agency (WADA) (WADA, 2018). The fact that MPH appears as
one of the most widely used stimulants by athletes may be due to its addition in some
dietary supplements, instead of being consumed as medication. The irregular presence of
MPH is frequently seen in samples of seized dietary supplements. Generally when they
present positive results for MPH, they also present other stimulants, the most prevalent
being high-dose caffeine (CAF) (SANTOS et al., 2018).

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is a stimulant of the Central Nervous System
(CNS) (TUNNICLIFFE et al., 2008) with high consumption mainly by practitioners of
high-performance physical activities and in order to improve wakefulness by students and
workers (GURLEY; STEELMAN; THOMAS, 2014; NEVES; CALDAS, 2017).
However, it can be toxic when consumed in high doses and particular in combination with
other stimulants, which is very common in dietary supplements (BLOOMER et al., 2013;
VENHUIS et al., 2014).

Chronic use of high doses of MPH can cause oxidative stress in rats, evidenced
by the increase in lipid lipoperoxidation and oxidized glutathione (MOTAGHINEJAD;
MOTEVALIAN; SHABAD, 2015). In addition, the chronic use of pharmacological doses
of MPH increases mitochondrial enzymes involved in brain metabolism (FAGUNDES et
al., 2010). Studies show that chronic exposure to different doses of CAF can damage and
significantly increase mitochondrial function, in a dose dependent manner
(ABDELKADER et al., 2013; RAH et al., 2017; SAIKI et al., 2011), increase apoptosis
(RAH et al., 2017) and alters oxidative status in different species (BALDISSERA et al.,
2019; DE CARVALHO et al., 2019; SILVA et al., 2018) . However, effects of MPH +
CAF abusive use remains unknown.

In this context, here we tested the hypotheses that MPH, especially when

associated with high doses of CAF, cause toxic effects in humans and that oxidative stress
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and mitochondrial impairment might be related to its mechanisms. The Danio rerio fish
were chosen as a model organism, considering the relationship between this animal model
and the human species since zebrafish genome shows 70% homology to the human
genome (HOWE et al., 2013). Additionally, the basic structure of the central nervous
system in zebrafish, and other teleosts has all the major domains found in the mammalian
brain with the same modulatory neurotransmitters (MAXIMINO; HERCULANO, 2010;
PANULA et al., 2010).

2. Materials and Methods

2.1. Study strategy

To evaluate the effects of MPH and its association with CAF, we exposed different groups
of zebrafish to following concentrations: to MPH 80 (80 mg/L), CAF 150 (150 mg/L) or
MPH80+CAF150 (80 mg/L + 150 mg/L), which were selected according to those
previously detected in food supplements (BRASIL; ANVISA, 2018; EFSA, 2011;
FDFW, 2016; SANTOS et al., 2018). We converted doses frequently used in an abusive
context to concentrations expressed in mg/L dissolving the selected dose in the tank.
Considering there is a lack of knowledge about absorption process by fish of these
substances dissolved in the water and the board variation of caffeine content in food
supplements, we made a pilot study: we performed a concentration-response curve of
caffeine using 100 mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L, 250 mg/L, and 300 mg/L. We selected
the highest concentration that did not cause apparent systemic toxicity in fish. We also
have the support of literature once concentrations up to 85-100 mg/L of caffeine are
considered as high to zebrafish considering their body surface (EGAN et al., 2009).

We distributed the fish randomly in each experiment using the app RANDOM.ORG. Fish
were acclimatized for 7 days. After a 15min exposure period, behavioral tasks were
assessed by the Novel Tank Test (NTT), Social Preference Test (SPT), Y-maze and it was
evaluated oxidative stress markers and the effects on the mitochondrial respiratory chain.
We guarantee the stability of MPH in this short exposure time (15 min) considering
stability tests previously performed by our research group (MARASCHIN et al., 2017).

For a better understanding a scheme of the methodology is represented in Fig. 1.
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Fig. 1. Schematic representation of the experimental design.

2.2 Animals and maintenance conditions

A stock population of 96-180-day old adult wild-type zebrafish (Danio rerio), mixed sex,
were held in a tank equipped with biological filters, with a natural photoperiod (14 h
light:10 h dark) and under constant aeration. Fish were fed twice a day with commercial
flaked food provided ad libitum. Water temperature was maintained at 26 + 2 C°,
dissolved oxygen concentrations at 6.2 + 0.4 mg/L, pH 7.0 + 0.25, and the total ammonia
concentration was less than 0.5 mg/L. Fish used in the study were in perfect health and

were not subjected to any procedure or exposure to drugs prior to the experiments.

2.3 Chemicals

All chemicals and reagents were of analytical grade or of the highest grade available.
Tablets of Ritalina® 10mg was obtained from Novartis, Sdo Paulo, Brazil. Caffeine
(1,3,7-trimethylxanthine), Thiobarbituric acid (TBA), Trichloroacetic acid (TCA),
Malonyldialdehyde (MDA), 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), L-Cysteina,
Rotenone (2R,6a8S,12aS)-1,2,6,6a,12,12a-hexahydro-2-isopropenyl-8,9
dimethoxychromeno [3,4-b]furo(2,3-h)chromen-6-one, reduced-b nicotinamide adenine

dinucleotide (b-NADH), Potassium ferrocyanide Kj3[Fe(CN)g], Sodium azide and
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Cytochrome C reductase were obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).
Heparin, Lauryl maltoside (n-Dodecyl B-D-maltoside) were obtained from Merck
(Darmstadt, Germany).

2.4 Evaluation of behavior parameters

The behavioral tests were performed in all groups of zebrafish 15min after the exposure.
The tests performed were novel tank test, in which parameters of locomotion and anxiety
were evaluated; social preference test, to discriminate fish according to their response to
social stimuli; and the Y-maze test to assess cognitive mapping and memory response.
The fish performance during the tests were recorded by a Logitech Quickcam PRO 9000
camera located in front of the tank, and the videos analyzed using ANY-maze® software
(Stoelting CO, USA). After each test, the water of the tank was completely changed prior

to testing a new fish.

2.4.1 Novel Tank Test and Social Preference Test

The NTT and the SPT were performed together, with twelve fish from each group. The
novel tank test was carried out first and each fish was placed in the test tank (24x8%20
cm; widthxdepthxheight) that had both lateral sides closed by an opaque partition
positioned in between the tanks, as indicated in Fig.1,and its behavior was recorded for
6min.The following parameters were analyzed: distance traveled (m), number of line
crossing, absolute turn angle, time spent at the bottom and at the top of the test tank (s)
and latency to enter top zone (s). After that, the partitions were carefully removed for the
social preference test: one side of the test tank had no fish and the other side had 15 mixed
sex conspecifics. The fish behavior was recorded for 60 s to assess its preference for the
empty side or conspecifics. For the image analysis, the test tank was virtually divided into
three vertical segments, 8 cm width and 6,5 cm height each. The first segment was the
one nearest to conspecifics, while the third segment was next to the empty tank. The
relative time zebrafish spent in the first segment was calculated as response to social

stimuli, as previously described (KIRSTEN et al., 2018).
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2.4.2 Spatial memory test (Y-maze task)

The position in the Y-maze task was considered an index of memory (COGNATO et al.,
2012). Fish were tested in a tank with three arms measuring 25 x8 %15 cm (length X
widthx height). Different geometric shapes (squares, circles, and triangles) were used as
visual stimuli and placed on the outer wall of each arm, and the remaining area was
covered with black plastic. The Y-maze arms were randomly assigned: start arm, in which
the fish starts the test, new arm (locked during the initial test, but open during the second
test), and the permanently open arm. The Y-maze center was considered a neutral area,
and therefore, it was not counted in the analysis. The task consisted of two phases with a
1-h interval between them. In the first phase (5 min training), the fish could explore the
start and the open arms with the new arm closed. In the second phase, fish were placed in
the start arm and were allowed to freely access the three arms. The following parameters
were analyzed: time spent into the novel arm (s), entries in the novel arm, latency to enter
in the novel arm (s) and total distance travelled (m) as previously described

(ZANANDREA et al., 2018).

2.5 Euthanasia

Immediately after performing the behavioral tests, each fish was anesthetized with
Eugenol (Sigma Aldrich, Brazil, 50 mg/L) and euthanized by sectioning the spinal cord.
Then, each fish was separately packed in microtubes, frozen in liquid nitrogen for 30

seconds and stored at —80 °C.

2.6 Sample treatment

The samples (only the body of the headless fish) were homogenized [1:4 (m/v)] in ice-
cold phosphate buffered saline solution, pH 7.5, with an Ultra-Turrax homogenizer and
centrifuged (3.000 g, 10 min) (ROSSATO et al., 2013). Aliquots of supernatant were
taken to assess protein levels, lipid peroxidation, non-proteic thiols content, nitric acid

and protein carbonylation. Mitochondria were isolated from this same aliquot.
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2.7 Parameters of oxidative damage

2.7.1 Lipid peroxidation

Lipid Peroxidation was assessed through the thiobarbituric acid reactive species reaction
(TBARS) (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). The product of this reaction was
quantified through spectrophotometry at 535 nm. Results were expressed as ugmol.g™! of

protein.

2.7.2 Nitric Oxide

The NO concentration was evaluated colorimetrically using the Griess reagent
(BRACHT; ISHII-IWAMOTO, 2003). The product of this reaction was quantified

through spectrophotometry at 540 nm. Results were expressed as ugmol.g™! of protein.

2.7.3 Non-protein Thiols

Non-protein thiols were measured as an indirect measure of intracellular glutathione
content (ELLMAN, 1959). The product of this reaction was quantified through

spectrophotometry at 412 nm. Results were expressed as ugmol.g™! of protein.

2.7.4 Protein quantification
Protein was determined using the Coomassie blue - Bradford method and bovine serum
albumin was used as standard (KRUGUER, 1994). Samples were run in duplicate and the

absorbance was measured at 595 nm. Results were expressed as g.L.

2.7.5 Protein Carbonylation

Carbonylated protein (CP) levels were measured based on the protocol (YAN; TRABER;
PACKER, 1995). Data were measured colorimetrically at 370 nm and calculated using
the molar extinction coefficient of 22,000M/cm. Protein carbonylation was expressed as

nmol.mg protein (SILVA et al., 2019).
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2.8. Activity of mitochondrial respiratory chain enzymes

Tissues were weighed and then homogenized (1:10, w/v) in SETH buffer, pH 7.4 (250
mM sucrose, 2 mM EDTA, 10 mM Trizma base, 50 IU/ml heparin). The homogenates
were centrifuged at 800xg for 10 min, at 4 °C (SILVA et al., 2019).

2.8.1 Complex I activity
NADH dehydrogenase (complex I) was evaluated determining the rate of NADH-

dependent ferricyanide reduction at 420 nm during 3 min at 25 °C. The results are

expressed as nmol. min"!. mg protein™! (RUSTIN et al., 1994).

2.8.2 Complex II-III activity

The activity of succinate: cytochrome ¢ oxidoreductase (complex III) was determined
using the method described by Fischer et al. (1985). 10 pL of homogenates were
preincubated during 30 min at 30 °C with reagents. Complex II-III activity was measured
by cytochrome ¢ reduction using succinate as substrate at 550 nm during 5 min at 25 °C.

The results are expressed as nmol. min™'. mg protein' (FISCHER et al., 1985).

2.8.3 Complex IV activity

The activity of cytochrome ¢ oxidase (complex V) was assayed according to the method
described by Rustin et al. (1994) and measured by following the decrease in absorbance
due to the oxidation of previously reduced cytochrome c (prepared by reduction of
cytochrome with NaBH4 and HCI) at 550 nm with 580 nm as the reference wavelength
during 10 min at 25 °C. The activities of the mitochondrial respiratory chain complexes

were calculated as nmol. min™!. mg protein (RUSTIN et al., 1994).

2.9 Statistical analysis

Data were compared through two-way ANOVA with CAF and MPH as the independent
factors, followed by Tukey’s test depending on data normality (as assessed by the
Shapiro-Wilk test). Significance was accepted for p<0.05.
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3. Results

3.1 Behavior parameters

3.1.1 Association of MPH and CAF promotes anxiogenic behavior

There are significant interaction between MPH and CAF regarding all NTT parameters
except the absolute turn angle (see Table 1 for statistics details). Fish exposed to the
association MPH+CAF traveled the shortest distance (Fig. 2A), had fewer crossings
between the zones (Fig. 2C), presented a lower absolute turn angle (Fig. 2E) and remained
less time at the top (Fig. 2B). In addition, there was a longer time spent in the bottom of
the aquarium (Fig. 2F). Animals exposed to MPH alone presented the same behavior from

control animals.
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Fig. 2. Behavior parameters tests of fish from the Control, MPH, CAF and MPH+CAF groups
in the NTT. Total distance (A), Time spent at top zone (B), number of line crossings (C),
Latency to enter top zone (D), Absolute turn angle (E) and Time spent at bottom zone (F).
Data are expressed as the mean + standard error of mean (SEM) and analyzed by a two-way
ANOVA followed by Tukey’s multiple range test. Different letters mean difference between
groups (p<0.05).
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3.1.2 MPH induces antisocial behavior

In the SPT, both evaluated parameters presented significant interaction between MPH
and CAF (see Table 1 for statistics details). Fish from CAF alone, MPH alone and from
MPH+CAF groups remained shorter time in the conspecific segment (Fig. 3A). Fish
exposed to MPH alone remains longer time in the empty segment (Fig. 3B), while those
exposed to CAF alone or to MPH+CAF presented any significant change when compared

to control animals.
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Fig. 3. Social behavior parameters of zebrafish from the Control, MPH 80, CAF 150 and
MPHS80+CAF150 groups in the SPT. Time at conspecific segment (A) and Time at empty
segment (B). Data are expressed as the mean + standard error of mean (SEM) and analyzed
by a two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple range test. Different letters mean
difference between groups (p<0.05).
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3.1.3 MPH+CAF causes changes in memory

In the Y-maze Task, there is a significant MPH effect (see Table 1) on the time spent in
the new arm (Fig. 4A), with both isolated and CAF-associated MPH groups remaining
less time in the new arm (Fig. 4A). There was no difference between all groups in entries
in the new arm (Fig. 4B), latency for entry in the new arm (Fig. 4C). In addition, there
was no effect on the total distance traveled in the apparatus, evidencing the absence of
locomotor effect. Thus, fish kept moving but avoided the new arm when it was opened

(Fig. 4D).
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Fig. 4. Effects of MPH and CAF on relative time spent in the novel arm in the Y-maze test in zebrafish.
Time spent in the new arm (A), Entries in the new arm (B), Latency to entry new arm (C) and Total distance
(D). Data are expressed as the mean + standard error of mean (SEM) and analyzed by a two-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple range test. Different letters mean difference between groups (p<0.05).

3.2 Acute exposure to MPH and CAF alters oxidative stress parameters in fish

There is a significant interaction between CAF and MPH regarding TBARS levels (Table
1 for details). In fact, CAF alone induced an increased lipoperoxidation, which was
reversed when in association with MPH (Fig. 5A). Regarding protein carbonylation, also
there is a significant interaction between CAF and MPH with the association group

increasing it (Fig. 5B). In addition, CAF caused a greater release of nitric oxide compared
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to control, evidenced by the CAF effect on the two-way ANOVA (Fig. 5C). No changes
were observed on the non-protein thiols (Fig. 4D). There is a significant CAF effect
decreasing the total protein levels (Fig. SE).
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Fig. 5. Oxidative stress parameters tests of fish from the Control, MPH 80, CAF 150 and
MPHS80+CAF150 groups TBARS (A), Carbonyl protein (B), Nitric oxid (C), Non-proteic thiols (D) and
Total protein (E). Data are expressed as the mean + standard error of mean (SEM) and analyzed by a two-

way ANOVA followed by Tukey’s multiple range test. Different letters mean difference between groups
(p<0.05).

3.3 CAF increases mitochondrial metabolism
There is a significant interaction between CAF and MPH regarding the complexes II-1I1
and IV (see Table 1 for details). In fact, CAF increased the activity of mitochondrial
complexes II-III and IV (Figs. 6B and 6C). There were no significant differences in
activity with mitochondrial complex I (Fig. 6A).
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Fig. 6. Mitochondrial parameters tests of fish from the Control, MPH 80, CAF 150 and MPH80+CAF150
groups. Complex I (A), Complex II-III (B) and Complex IV (C). Data are expressed as the mean + standard
error of mean (SEM) and analyzed by a two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple range test.
Different letters mean difference between groups (p<0.05).
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Table 1. Statistical details of the comparisons made. Significant effects in bold.

Tgst/evaluatlon Parameter P value F value DF
(Figure)
Distance Interaction 0.0050 8.753 1, 44
travelled MPH effect <0.0001 19.34 1, 44
CAF effect 0.1626 2.017 1,44
Time spent at | Interaction 0.0023 10.43 1,44
top MPH effect 0.0561 3.849 1,44
CAF effect 0.0876 3.052 1,44
Crossing Interaction 0.0347 4.748 1,44
number MPH effect 0.0004 14.52 1,44
Novel Tank CAF effect | <0.0001 | 21.50 1,44
(Figlel:rse 2) Latency to Interaction <0.0001 44.28 1,43
enter top MPH effect <0.0001 99.58 1,43
zone CAF effect <0.0001 52.78 1,43
Absolute turn | Interaction 0.2847 1.173 1,44
angle MPH effect 0.0036 9.447 1,44
CAF effect 0.3692 0.8230 1,44
Time spent at | Interaction <0.0001 26.98 1,44
bottom MPH effect 0.0052 8.650 1,44
CAF effect 0.0007 13.29 1,44
Time spent at | Interaction 0.0061 8.315 1,44
Social conspecific MPH effect 0.0040 9.229 1,44
Preference segment CAF effect 0.2445 1.391 1, 44
Test Time spent at | Interaction 0.0013 11.76 1,44
(Figure 3) empty MPH effect <0.0001 25.64 1,44
segment CAF effect 0.0437 4311 1,44
Time spent in | Interaction 0.4125 0.6844 1,44
the new arm | MPH effect 0.0236 5.497 1,44
Y-maze Task CAF effect 0.4838 0.4988 1,44
(Figure 4) Entries in the | Interaction 0.1390 2.271 1,44
new arm MPH effect 0.0941 2.928 1, 44
CAF effect 0.2174 1.566 1,44
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Latency to Interaction 0.1439 2.214 1,44

enter new MPH effect 0.5889 0.2964 1, 44

arm CAF effect 0.6567 0.2003 1,44

Distance Interaction 0.5695 0.3284 1, 44

travelled MPH effect 0.2017 1.680 1, 44

CAF effect 0.9298 0.007856 1,44

Carbonyl Interaction 0.0002 16.50 1,40

protein MPH effect 0.0001 75.29 1,40

CAF effect <0.0001 36.79 1,40

TBARS Interaction < 0.0001 18.48 1,92

MPH effect <0.0001 234.6 1,92

CAF effect 0.0949 2.848 1,92

Oxidative Nitric Oxid Interaction 0.4656 0.5368 1,92
stress MPH effect 0.2779 1.191 1,92
(Figure 5) CAF effect <0.0001 18.91 1,92
Non-protein | Interaction 0.6256 0.2396 1,92

thiols MPH effect 0.4317 0.6236 1,92

CAF effect 0.3879 0.7527 1,92

Total protein | Interaction 0.5091 0.4393 1,92

MPH effect 0.7743 0.0827 1,92

CAF effect <0.0001 44.04 1,92

Complex | Interaction 0.2174 1.542 1,92

MPH effect 0.1607 2.000 1,92

CAF effect 0.0837 3.057 1,92

Mitochondrial | Complex II Interaction 0.0244 5.235 1,92
metabolism | and III MPH effect 0.0260 5.120 1,92
(Figure 6) CAF effect <0.0001 49.93 1,92
Complex IV | Interaction 0.0037 8.855 1,92

MPH effect 0.0307 4.814 1,92

CAF effect <0.0001 774.3 1,92

A summary of behavioral changes, oxidative status and mitochondrial respiratory

chain observed in fish in response to acute exposure are depicted in Table 1.

4. Discussion

Here we evidenced that the association of MPH+CAF, stimulants frequently used
in high doses aiming to enhance performance, in fact impairs memory. Zebrafish exposed
to MPH+CAF kept moving, but avoided the new arm when it was opened and remained
in known arms of the apparatus. Theoretically, these results shows that fish did not
remember they had already explored them, confirming that the natural tendency to
explore the new arm was inhibited by the combination of drugs, which is interpreted as

a memory deficit (KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014). MPH effects on memory
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are controversial. Memory impairment is described at high doses (SALMAN et al.,
2019), however, here the deleterious effects on memory were also observed in association
with CAF. It is known that low doses (0,3 — 10 mg/Kg) of CAF improves memory and
high doses (30 mg/Kg) cause deleterious effect in rats (ANGELUCCI, 2002). Zebrafish
chronically treated with a moderate acute dose (50 mg/L) of CAF performs well in
cognitive tasks. However, the authors suggest that the continued use of high doses (100
mg/L) of CAF causes cognitive impairment, that is, the animal does not discriminate
against a new object, assessed through an object discrimination test (SANTOS et al., 2016).
Here, high dose of CAF alone were not enough to cause memory deficit, but the
association of both stimulants harmed memory.

We also show that MPH causes an antisocial effect. The zebrafish lives in shoals
and this strategy is effective against attack by predators, contributing to maintenance of
their survival (SAVERINO; GERLALI, 2008; SPENCE et al., 2008; WEIS et al., 2001).
Changes observed in the social behavior can impair the reproduction compromising the
survival and perpetuation of the species (CALISTO; DOMINGUES; ESTEVES, 2011;
CALISTO; ESTEVES, 2009). In humans, MPH can negatively impact interpersonal
relationships when exposure to the drug is prolonged (LOUREIRO-VIEIRA et al., 2017)
and without proper medical prescription, especially when used in adolescence, which
involves critical stages of neurodevelopment (CAIRNS et al., 2016). In our study, CAF
association attenuated MPH-induced social impairment, but in this group, the social
deficit is still present if compared to unexposed controls.

The association of MPH + CAF caused an increase in anxiety of the fish, showing
an anxiogenic behavior, since diving response shows fish seems to be scared, the same
as described when they were exposed to other stimulant drugs such as cocaine
(PAROLINI et al., 2017), and the degree of ‘bottom dwelling’ can therefore be used as a
measure of risk-taking behavior (THORNQVIST et al., 2018). MPH is a psychotropic
drug that inhibits the reuptake of adrenaline and norepinephrine (BABCOCK; BYRNE,
2000, WENTHUR, 2016). CAF stimulates neural activity through increased
noradrenaline emission (CAVIOLA; FABER, 2015), and it has a biphasic effect: small
doses decreases anxiety and increases locomotion while high doses are anxiogenic
(ALAMIN et al., 2016; ANGELUCCI, 2002; ELEGANTE et al., 2010). The biological
effects of CAF are related to three main modulatory points (BARCELOS et al., 2020):
non-selective antagonistic effects on adenosine Al and A2 receptors (PICCIOTTO;

HIGLEY; MINEUR, 2012), phosphodiesterase inhibition and calcium mobilization
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(CHAN et al., 2006; SARDAO; OLIVEIRA; MORENO, 2002). The neuromodulatory
and behavioral role of adenosine stands out mainly in Al receptors, in which there is
modulation of responses related to anxiety (LONGHI et al., 2014).

Table 1 summarizes and brings statistical details of all the changes found to
visualize the mechanisms involved behind the behavior. Mechanistically, the observed
changes in MPH+CAF-exposed fish might be related to mitochondrial energy metabolism
and oxidative stress. In fact, CAF increases the mitochondrial energy metabolism
evidenced by the increased activity of complexes II-III and IV. Decoupling of the
mitochondrial proton gradient caused by CAF is already widely described (ALAMIN et
al.,2016; GONCALVES et al., 2018) and consists of the dissipation of the proton gradient
formed in the intermembrane space, by generating a permeability in the mitochondrial
membrane internal to the hydrogen ions. Thus, the decoupling between electron transport
and the synthesis of Adenosine Triphosphate (ATP) occurs (SOUZA et al., 2013).

The mitochondrial respiratory chain is the main intracellular source of reactive
species (ROSSATO et al., 2014), causing oxidative stress (SOUSTIEL; LARISCH,
2010). In our study, the only oxidative damage found by MPH+CAF was the increase in
protein carbonylation, an irreversible oxidative damage marker associated to a permanent
loss of function (DONNE-DALLE et al., 2006). If the carbonylated proteins are not
degraded, their accumulation leads to cell and tissue injury (DONNE-DALLE et al.,
2006). Studies show that MPH induces protein carbonyl formation in specific brain areas
(COMIN et al., 2014; MARTINS et al., 2006) such as cerebellum, hippocampus, and
striatum of young and adult male Wistar rats chronically exposed to MPH (MARTINS et
al., 2006). Oxidative damage was not seen in lipid peroxidation markers or non-protein
thiols content evaluated here. In fact, results suggest an antioxidant pattern in fish exposed
to MPH or MPH+CAF in TBARS assay. Antioxidant effects was already related to MPH
in antioxidant enzymes, reactive species generation and lipid peroxidation markers (ZHU
et al., 2018).

CAF group presented greater release of Nitric Oxide (NO). NO is an important
neurotransmitter which acts on memory and learning (VANAJA; PERUMAL, 2011).
Here we demonstrate how high doses of MPH and CAF impact the neurological profile,
causing cognitive dysfunction. These changes are evidenced by memory impairment,
anxiogenic and antisocial behavior. Our results highlight the potential risk and

consequences of MPH abusive use which can lead to irreversible damage.
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4 CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho sdo:

1.

O MTF utilizado em um contexto abusivo provoca comportamento
antissocial.

A associacao de MTF ¢ CAF aumenta a ansiedade.
A CAF aumenta o metabolismo energético mitocondrial evidenciado pela
atividade dos complexos II-1II e IV e aumenta a libera¢do de 6xido nitrico, o

qual esta fortemente relacionado a aprendizagem e a memoria.

O MTF promove aumento das proteinas carboniladas, promovendo dano
oxidativo.

As alteragdes observadas pelo MTF + CAF podem estar relacionadas ao
metabolismo energético mitocondrial e ao estresse oxidativo.

A associacdo de MTF e CAF em altas doses, com o objetivo de melhorar o
desempenho, de fato, prejudica a memoria.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Aqui demonstramos que o MTF utilizado de forma ndo terapéutica, a fim de
melhora cognitiva em pessoas sem o TDAH ¢ controverso, principalmente quando
associado a outros estimulantes como a CAF, e pode de fato prejudicar a memoria e
promover o abuso de drogas subsequente.

Embora o Sistema Nacional de Produtos Controlados (SNGPC) represente um
progresso na comercializagdo de medicamentos controlados, as evidéncias da aquisi¢cdo
do MTF sem prescri¢do ¢ um indicativo de falhas nas politicas publicas direcionadas a
esse controle. Essas falhas expdem a populacdo a graves riscos a saude e a riscos legais,
uma vez que a aquisicao e a comercializacao de produtos controlados sem prescrigdo e
fora de estabelecimentos autorizados sao tipificadas como delitos penais. Assim, apesar
do crescente uso do MTF como “real¢ador cognitivo”, vale ressaltar que esta droga nao
foi desenvolvida para este fim. Essa situacdo ressalta a importidncia de recorrer a
abordagens inovadoras baseadas em evidéncias a fim de reduzir os danos e o UNM do
MTF. Em suma, faz-se necessario um controle rigoroso na dispensagao do MTF, o que
inclui a implementagdo de protocolos rigidos, os quais podem atuar como barreiras, € uso
racional deste medicamento, o qual deve ser prescrito apenas para individuos com

diagndstico de TDAH.
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